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摘要: 以菜青虫五龄幼虫为材料, 冰浴匀浆, 在 4 e 下 8 000 r/ min 离心, 取上清液, 经 35% 饱和 ( NH4 ) 2 SO4 沉淀, 经
Sephadex G-100 凝胶柱层析等步骤分离, 获得部分纯化的菜青虫酚氧化酶制剂. 研究多种金属离子对该酶活性的影响, 结
果表明:碱金属离子 K + 、L i+ 和 Na+ 对酶活力没有影响.碱土金属离子 Mg2+ 、Ba2+ 和 Ca2+ 对酶有激活作用, 激活作用的大
小顺序为 Mg 2+ > Ca2+ > Ba2+ .过渡金属离子 Mn2+ 、Co2+ 、Cu2+ 和 Zn2+ 对酶活力的影响呈现不同的效应, Mn2+ 、Co2+ 和
Zn2+ 对该酶活性有不同程度的激活作用, Cu2+ 浓度在 0. 10 mmol/ L 内对该酶有一定的激活作用,浓度大于 0. 13 mmol/ L
为抑制作用,其 I C50为 0. 65 mmol/ L .重金属离子 Hg
2+ 、Cd2+ 和 Pb2+ 对酶活力有不同程度的激活作用,以 H g2+ 的激活作
用最为显著.
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于菜青虫的防治尤为重要. 酚氧化酶 ( phenolox idase,























1. 1  实验材料
菜青虫( P ier i s r ap ae L. )采自从厦门市集美区后
溪镇菜园,在室内大量饲养.收集五龄幼虫于- 20 e 下
保存备用. L-多巴( L-DOPA)为 Sigma 产品,金属离子
无机盐及其他试剂均为国产分析纯,所用试剂均用重
蒸水配制.
1. 2  酶液的制备
取菜青虫五龄幼虫按 5倍体质量的比例加入预冷
的 0. 20 mol/ L 磷酸 ( Na2HPO 4-NaH 2 PO 4 ) 缓冲液
( pH 6. 8) , 冰浴匀浆, 4 e 静置 30 min, 4 e 离心( 8 000
r/ min) 30 min, 得上清液, 35%饱和( NH 4 ) 2SO4 沉淀,
4 e 离心( 8 000 r/ min) 30 min, 取沉淀加入适量 0. 20
mol/ L 磷酸缓冲液( pH 6. 8)溶解.置于4 e 0. 01 mol/
L 磷酸缓冲液( pH 6. 8)中透析直至无 SO 4
2-
检出, 期
间更换数次透析液. 将透析后酶液经 Sephadex G-100
凝胶分离纯化,测定各分离管的酶活力,收集活力峰部
分作为酶活力分析原料.




盐缓冲体系, 2 mL 的测活体系中包含终浓度为 0. 10
mmol/ L 磷酸缓冲液( pH 6. 8) , 1. 0 mmol/ L L-DO-
PA,不同浓度的金属离子, 加入 0. 1 mL 酶液, 监测
475 nm(消光系数 E= 3 700 mol- 1 # L # cm- 1 ) [ 9] 光密
度值随时间的增长直线, 从直线斜率求得酶活力.实验




每分钟产生 1 mmol/ L 产物的酶量.
2  结果与分析
2. 1  碱金属离子对酶活力的影响
选用 NaCl、KNO 3 和 Li2 SO 4 为效应物, 研究碱金
属离子Na+ 、K + 和Li+ 对酶活力的影响. 结果(表1)表
明:当在测活体系中 Na+ 、K + 和 Li+ 浓度为 0 ~ 10
mmo l/ L 时,酶活力相对稳定, 说明一价碱金属离子对
酶活力没有影响, 同时也表明 Cl- 、NO3 - 和 SO 4 2- 对
酶活力无影响.
表 1  Na+ 、K+ 和 L i+ 对菜青虫酚氧化酶相对活力的影响
 Tab. 1 Effect on the activ ity o f phenolox idase fr om Pier is
rapae by Na+ , K + and L i+
金属离子浓度
/ ( mmol# L - 1 )
相对活力/ %
Na+ K + L i+
0 100 100 100
1. 25 99. 7 100 100
2. 50 100 99. 6 99. 5
5. 00 99. 3 100. 8 100. 7
7. 50 100. 9 100 99. 6
10. 00 99. 8 100. 8 99. 9
2. 2  碱土族金属离子对酶活力的影响
选用 MgCl2、BaCl2 和 Ca( NO3 ) 2 为效应物, 测定
了 Mg 2+ 、Ba2+ 和 Ca2+ 二价碱土金属离子对酶活力的
影响.结果(图 1A)表明:这些碱土族金属离子对酶均
有不同程度的激活作用. 其中 Mg2+ 的激活作用较为
显著, 0. 25 mmol/ L M g
2+
可使酶活力提高 17% .这 3
种金属离子的激活程度依次为 Mg2+ > Ca2+ > Ba2+ .
2. 3  过渡金属离子对酶活力的影响
选用 MnSO4、CoCl2、CuSO 4 和 ZnSO4 无机盐为









同程度的激活作用 (图 1B) . Zn
2+
在 0. 45 mmo l/ L 时
可使酶活力提高 15%; Cu2+ 对酶活力的影响结果(图
1C)表明: Cu
2+
浓度在 0~ 0. 10 mmol/ L 时, 对酶活力
有激活作用, Cu2+ 浓度为 0. 05 mmol/ L 时, 可使酶活





度( I C50 )为 0. 65 mmo l/ L .
2. 4  重金属离子对酶活力的影响
分别以 HgCl2、CdCl2 和 Pb( NO3 ) 2 为效应物, 检









mmol/ L Hg2+ 、Pb2+ 和 Cd2+ 分别可使酶活力提高
50%、30%和 19%.
 图 1 金属离子对菜青虫酚氧化酶活力的影响
 F ig . 1  Effects on phenolo x idase from P ier is r apae activ-
ity by meta l ions
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这些离子浓度变化有着严密的调控机制,酚氧化酶的
结构与功能也已适应这些离子浓度的变化 [ 11] , 所以
















具有空轨道, 能与酶蛋白分子中- OH、-COOH、-NH 2
和-CO-NH-等形成配位键, 起着维持酶蛋白活性中心
构象的作用[ 12] , 以至于酶活力提高. Cu2+ 能强烈抑制
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Effects of Some Metal Ions on the Activity of
Phenoloxidase from Pieris rapae L.
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Abstract: Pheno lo xidase is responsible fo r enzymat ic br ow ning dur ing the g row th of the insect s. It is also invo lv ed in t he defense
reaction and has some certain r elation w ith the immune condition of the insects. Pheno lox idase is a metalloenzyme ox idase which cat a-
lyzes two distinct r eact ions o f melanin synthesis: the hydro xy lation o f monopheno l and the ox idation of O-diphenol to the co rr esponding
O-quinone. A s a series of researches, in the present paper , effects o f some metal ions on the activ ity of phenolox idase from t he 5th instar
of Pier is r apae L . w ere studied. T he r esults showed that K+ , L i+ and Na+ had no any effects on the activ ity of t he tested enzyme.
Mg2+ , Ba2+ and Ca2+ activ ated the enzyme and the activ ated order following : M g2+ > Ca2+ > Ba2+ . The tr ansitional metal ions had dif-
fer ent effects on the act ivit y of t he enzyme. Mn2+ 、Co2+ and Zn2+ activat ed the enzyme. Cu2+ had differ ent behav io rs. A t low concen-
t ration ( lower than 0. 10 mmol/ L ) Cu2+ could enhance the enzyme act ivity, but , at high concent ration ( higher than 0. 13 mmo l/ L )
Cu2+ could inhibit the enzyme and its IC50 w as estimated to be 0. 65 mmo l/ L . The results also indicated that Hg 2+ , Cd2+ and Pb2+ en-
hanced the enzyme activ ity and Hg 2+ w as a more efficacious activator in the heavy metal ions what w e had determined.
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